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^ (54) Titre : PROCEDE DE PRODUCTION DE CAROTENOIDES ET BACTERIES MISES EN OEUVRE 
00 

w (57) Abstract: The invention concerns a method for synthesizing non-photosynthetic carotenoids using photosynthetic bacteria 
1^ while producing at least one photosynthetic carotenoid of which one of the synthesis intermediates is lycopene. The inventive method 
is characterized in that it comprises a number of steps: the deletion and insertion of specific genes; the culturing of bacteria, and; the 
2"^? extraction of carotenoids. The invention also concerns the bacteria or mutants used in the aforementioned method. 

O (57) Abrige : La pn£sente invention est relative a un procSde' de synthese de carotSnoTdes non photosynth6tiques mettant en ceuvre 
^ des bactencs photosynthdtiques produisant au moins un caroterioi'dc photosynthStiquc dont Tun des intermSdiaires de synthese est 
^ le lycopene caracterise' en ce qu'il comporte plusieurs Stapes parmi lesquelles : delation et insertion de genes specifiques, mise en 

culture des bactdries modifies et extraction des carotSnoldes. L'invention couvre 6galement les bacteries ou mutants mis en ceuvre 

dans le proc£de\ 
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"Procede de production de carotenoides 
et bacteries mises en ceuvre . " 

La pr6sente invention est relative a un proced6 de 
synthese de carptenoldes, en particulier, de carotenoldes non 
photosynthetiques, par des bacteries photosynthetiques, en 
particulier, par Rhodopseudomon'as palustris et aux bacteries 
5 mises en oeuvre dans le proc6d§. 

Plus de 600 carotenoldes ont ete identifies dans la 
nature. lis sont repandus chez de tres .nombreux organismes 
vivants mais ne sont synth6tis6s de novo que par un nombre 
restraint " d' organismes (plantes, bacteries, levures) . .Certains 

10 de ces carotenoldes (lycopene, fc-carotene, canthaxanthine, 
astaxanthine) sont utilises de fagoh intensive et tr£s diverse 
dans 1'industrie agro-alimentaire pour leur propriety 
colorante (rouge pour le lycopene, jaune pour le, fi'-carotdne, 
orange- pour la canthaxanthine , rose-orange pour 

15 1' astaxanthine) On retrouve en particulier 1' utilisation de 
1' astaxanthine et de la canthaxanthine en aquaculture pour 
l'elevage des saumons et des truites afin de renforcer la 
couleur rose- orange de la chair du poisson et en aviculture 
pour accentuer la couleur jaune-orange des oeufs qui, dans les 

20 2 cas, est appr6ci6e par les consommateurs . 

De plus, de par leurs proprietes antioxydantes et leur 
role de photo protection, ils sont utilises dans 1'industrie 
pharmaceutique et cosmetique pour 1'obtention entre autre de 
cr6me solaire protectrice et de produits bronzants. II existe 

25 deja dans certains pays toute une s§rie de produits derives de 
la canthaxanthine, du A-carotene et du lycopene, 
commercialisms dans les instituts de beaute et de body- 
building. Ces carotenoldes ' ont egalement , ete decrits ■ comme 
possedant des proprietes anti-cancereuses . En effet, ces 

30 molecules peuvent reduire l'activite des radicaux libres, 
supposes contribuer £ la formation de cellules cancereuses. 
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La synthase actuelle de ces carotenoides est 
principalement realis6e par voie chimique. Etant donne la 
tendance du consommateur a preferer les produits ayant une 
origine naturelle, il existe done un marche potentiel pour des 
5 carotenoides de provenance v6g6tale ou microbienne. De plus, 
il apparait que les configurations isomeriques de certains 
carotenoides produits par voie chimique ne correspondent pas 
aux ' principaux isom^res retrouves dans la nature. Cette 
difference peut s'averer t'res importante car elle est 

10 susceptible d' entrainer une bio-assimilation sup^rieure des 
carotenoides d' origine naturelle par rapport a ceux issus de 
la synthase chimique. 

La voie de biosynth^se de ces 4 principaux carotenoides 
(lycop§ne, Il-carotene, astaxanthine, canthaxanthine) est 

15 presentee dans la figure 1. Le lycopdne synthetise grace k 
If action successive des enzymes CrtE, CrtB et CrtI est un 
interm§diaire commun aux 3 autres carotenoides. La synthese du 
B-carotene peut etre ainsi realisee a partir du lycopene grace' 
a 1' enzyme CrtY, celle de la canthaxanthine grace aux enzymes 

20 CrtY et CrtW et celle de 1' astaxanthine grace aux enzymes 
CrtY, CrtW et CrtZ . 

Plusieiirs bacteries ont et§ decrites pour leur capacite a 
produire l'un de ces 4 carotenoides (Brevibacterium, 
Agrobacterium auriantiacum, Erwinia uredovora, Erwinia 

25 herbicola, MyxQcoccus xanthus, Flavobacterium, Alcaligenes, 
Bradyrhizobium ...) . 
\ En particulier, des travaux anterieurs des inventeurs, qui 

ont fait l'objet d'un depot aux Etats-Unis sous le num§ro US 
60/297,247, ont porte sur la souche Bradyrhizobium ORS27 8 . Ces 

30 travaux ont d6montre 1' existence d' un cluster de g&nes (crtE, 
crtY, crtl, crtB, crtW) intervenant " dans la voie de 
biosynthese de la. canthaxanthine. * Ces differents genes, une 
fois introduit chez E. coli, se sont av£res fonctionnel. 
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A 1' exception de Brady rhizobium, qui synthetise une faible 
quantity de p'hotosysteme, ces bacteries sont gen^ralement des 
bacteries non-photosynthetiques qui accumulent de faibles 
quantities de produits et qui ont bien souvent un taux de 
5 croissan.ce limite. . La nature de la souche productrice 
constitue done un ' obstacle majeur pour assurer une 
productivity suf f isamment interessante pour un industriel. 

Par ailleurs, ces bacteries ne produisent en general qu'un 
seul de ces 4 carotenoldes, Ceci implique pour un industriel 

10 voulant produire un panel de ces 4 principaux carotenoldes 
d'utiliser diff^rentes souches bacteriennes qui vont chacune 
exiger des conditions bien particulieres de culture et de 
production. D' autre part, la culture de diff6rentes souches 
sur un m§me site peut entrainer ' de nombreuses difficultes 

15 logistiques liees aux problemes de contamination. 

Enfin, les carotenoldes sont des composes hydrophobes qui 
ne peuvent etre stockes dans la cellule que. dans un 
environnement lipophilique, gen6ralement des compart iments 
membranaires. Les bacteries produisant des carotenoldes 

20 d'interet industriel .possedent en general une membrane interne 
faiblement developpee. Cette propriete, qui- limite done la 
quant it 6 de carotenoldes que l'on peut accumuler dans ces 
cellules , constitue l'un des problemes majeurs pour une 
utilisation industrielle de ces bacteries. 

25 Les travaux des inventeurs les ont done amenes £ 

rechercher line bacterie pouvant synthetiser suivant les 
conditions de cultures et/ou suivant les gfenes carotenoldes 
introduits dans celle-ci, 1' ensemble de ces 4 principaux 
■ carotenoldes et ceci en palliant les defauts des autres 

30 bacteries. . 

Les bacteries photosynthetiques presentent des avantages 
majeurs : une vitesse de' croissance tres rapide et une tr6s 
forte capacite photosynthetique . Les carotenoldes chez les. 
bacteries photosynthetiques sont associes aux photosystemes et 
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jouent un role essentiel daris son f onctionnement . La forte 
activite photosynthetique est accompagnee de la synthese en- 
grande quantite de carotenoldes photosynthetiques associee a 
la mise en place de membranes intracytoplasmiques en abondance 
constituant une zone de stockage importante pour les 
carotenoldes. 

Neanmoins, ces bacteries ne synthetisent en general qu'un 
seul pigment, la spirilloxanthine ou le spheroldene, qui ne 
presentent pas, a l'heure actuelle, d' interet industriel. 

Afin d'obtenir un microorganisme producteur de lycopene, 
li-carotene, canthaxanthine ou astaxanthine, les inventeurs ont 
exploite le potentiel que presentent les bacteries 
photosynthetiques en detournant la voie de synthese endogene 
du carotenoide photosynthetique vers la synthese de 
carotenoldes non photosynthetiques c'est a dire non associe au 
photosysteme, chez ces bacteries: p-carotene, canthaxanthine ou 
astaxanthine. 

La presente invention est done relative a un procede de 
synthese de carotenoldes non photosynthetiques choisis parmi 
le p-carotene, la canthaxanthine ou 1' astaxanthine mettant en 
ceuvre des bacteries photosynthetiques produisant au moins ■ un 
carotenoide photosynthetique dont l'un des intermediaires de 
synthese est le lycopene, caracterise en ce qu'il comporte les 
etapes suivantes : ■ 

i. Deletion, chez les bacteries, d'au moins une partie 
d'un ou plusieurs .genes impliques dans la voie de 
synthese endogene qui suit celle du lycopene de maniere 
a arreter ladite synthese au niveau du lycopene, 

ii. Insertion des genes suivants : 

- soit le crtY si le carotenoide a synthetiser est le 
P-carotene,' 

- soit le crtY et le crtW si le carotenoide a 
synthetiser est la canthaxanthine ou le p-carotene, 
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- soit le crtY, le crtZ et le crtW si le carotenoide a 
synthetiser est 1' astaxanthine. ou le p-carotene, 

iii. Mise en culture desdites bacteries ainsi modifiees, et, 

iv. Extraction du ou des carotenoide (s) contenu(s) dans les 
bacteries. 

De maniere surprenante, il a ete constate qu'une bacterie 
synthetisant un carotenoide photosynthetique (C est-a-dire 
implique dans la photosynthese) restait photosynthetique 
lorsque la voie de synthese endogene dudit carotenoide etait 
detourne vers la synthese de carotenoldes non 
photosynthetiques . 

- En effet, la bacterie continue de synthetiser de maniere 
residuelle du lycopene, carotenoide photosynthetique, qui 
permet a celle-ci de maintenir son activite de photosynthese 
en remplacant dans le .photosysteme le carotenoide 
photosynthetique synthetise de maniere endogene. 

Les genes a deleter au moins partiellement sont en 
general, les crtC, crtD et/oU crtF. De preference, les genes 
crtC et crtD seront au moins partiellement deletes. Ces genes 
sont en effet les premiers a etre mis en ceuvre dans la 
synthese de la spirilloxanthine a partir du lycopene. (voir 
•figure 1) 

En outre, il peut egalement etre necessaire de deleter 
dans certaines bacteries le crtA. Ce sera le cas pour les 
bacteries synthetisant du lycopene-2-one . (voir figure 1) 

De preference, les bacteries photosynthetiques sont les 
suivantes :. .Rubrivivax • gelatinosus, Rhodospirillum rubrum, 
Rhodospirillum moliscianum, Rhodospirillum salinarum, 
Rhodospirillum mediosalinum, . Rhodospirillum sodomense, 
Rhodocista centenaria, Rhodospira trueperi, Rhodopseudomonas 
palustris, Rhodopseudomonas acidophila, Rhodopseudomonas 
julia, Rhodopseudomonas cryptolactis , Rhodomicrobium 
vannielii, Rhodoplanes roseus , Rhodoplanes elegans, Rhodobium 
orientis, Rhodobium marinum ... 
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Plus particuli6rement, le procede selon 1' invention 
propose des conditions de culture assurant une production £ un 
niveau satisfaisant . de ces differents * carotenoldes . En 
particulier, . il s'agit d'un procede de synthese de 
5 canthaxanthine "ou d' astaxanthine, caracteris6 en ce que les 
conditions de la mise en .culture des bacteries sont 
s6quentielles et comportent les 6tapes. suivantes : . 

a. Mise en culture desdites bacteries ainsi modifi§es 
dans un premier temps en anaerobiose sous 

10 eclairement, 

b. Puis, dans un second temps en a^robiose ou en 
microa6robiose, & 1' obscurity. 

En effet, chez les bacteries photosynth6tiques, les genes 
photosynth6tiques, incluant les genes crtE, crtB, et crtl de 

15 la voie de biosynthdse du lycopene sont sous le controle de 
l'oxygene et de la lumiere. En particulier, chez certaines 
souches ces g^nes ne s'expriment pas & 1'obscurite et sont 
inh.ibes par la presence d'oxyg^ne (> a 8%). Cette depression 
"par l'oxygene r^sulte d'un facteur de transcription appel6 
■ 20 PpsR qui & forte pression partielle en oxygene se fixe sur les 
regions . promotrices des genes photosynth6tiques, dont les 
genes crt, empechant ainsi leur transcription. 

En revanche, 1' absence de dioxygene est defavorable a la 
production de la canthaxanthine ou de 1' astaxanthine. En 

25 effet, la reaction enzymatique catalys^e par les enzymes CrtW 
(JJ-carotene* k§tolase) du CrtZ (fi-carot6ne hydroxylase) 
intervenant dans la voie de biosynthese de ces 2 carot§noides 
n§cessite de l'oxygene (voir Figure 1). II est done necessaire 
pour permettre la synthese de canthaxanthine et d' astaxanthine 

30 de trouver un compromis au niveau des conditions de culture 
afin d' assurer d'une part la synthase de 1' interm6diaire 
lycopene et d' autre part sa transformation en canthaxanthine 
ou en astaxanthine. 
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Avantageusement , les Etapes a et b des conditions de 
culture* permettant d' obtenir pref erentiellement de la 
canthaxanthine ou de 1' astaxanthine sont reiterees 
successivement . Une telle iteration permet 1' accumulation des 
5 carot6no!des dans les cellules. 

Alternativement, le procedE selon- 1' invention permet la 
production de p-carot6ne si I 7 on modifie les conditions de 
culture. Ces conditions photosynthetiques. de mise en culture 
sont alors les suivantes : 
iO a. .Mise en culture desdites bactEries ainsi modifies 

en anaerobiose sous Eclairement . 
En effet, le f onctionnentent de 1' enzyme CrtY (lycopene 
cyclase) qui permet la transformation de lycopene eh fi- 
carotene n'etant. pas oxygEne-dependante, 1' absence de l'Etape 
15 b des conditions de culture pour la ■ canthaxanthine ou 
1' astaxanthine permet d'arr§ter la, synthese au stade du p- 
carotEne. 

Une seule bactErie permet done de synthetiser £ la fois du 
lycopene et pref Erentiellement , soit du p-carotEne, soit de la 
20 canthaxanthine ou de 1' astaxanthine selon les genes introduits 
et les conditions de culture. 

Alternativement, les conditions de culture permettant 
d' obtenir pref Erentiellement de la canthaxanthine ou de 
1' astaxanthine peuvent etre r6alis£es en conditions de 
25 microaerobiose sous eclairement en une seule etape. 

En condition de microaerobiose, le pourcentage de 
dioxygEne est de preference compris entre 1 et 10%, plus 
particuliErement, 3 & 8%, bornes incluses. 

Afin de s'affranchir des limitations dues a la regulation 
30 de. la synthese par le dioxygene, 1' invention propose egalement 
un procEdE de synthase de carotEnoides non photosynthetiques 
choisis parmi le p-carotene, la canthaxanthine ou 
1' astaxanthine, mettant en ceuvre des bact§ries 
photosynthetiques produisant au moins un carotenolde 



WO 2005/071087 



PCT/FR2005/000049 



photosynth^tique dont 1'un des interm6diaires de synthese est 
le lycopene, caracterise. en ce que le proced£ comporte les 
6tapes suivantes : 

i. Mise en oeuvre de mutants de bacteries photosynthetiques 
5 dont la photosynthfese n'est plus reprim6e par le 

dioxygene, 

ii. Deletion, chez les bacteries, d' au moins une partie 
d'un ou plusieurs g6nes impliqu^s dans la voie de 
synthese endog^ne qui suit celle du lycopene de mani^re 

10 & arr§ter ladite synthase au niveau du lycopene, 

iii. Insertion des gfenes suivants : 

- soit le crtY si le carot^nolde a synthetiser est le 
p-carotene, 

soit le crtY et le crtW si le carot6noide £ 
15 synthetiser est la canthaxanthine ou le p-carot6ne, 

- soit le crtY, le crtZ et le crtW si le carotenolde a 
synthetiser est 1' astaxanthine ou le p-carotene,' 

iv. Mise en culture desdites bacteries ainsi modifi^es en 
aerobiose ou. microaerobiose. afin de synthetiser de la 

20 canthaxanthine ou de 1' astaxanthine ou mise en culture 

• en condition d' anaerobiose afin de synthetiser du P~ 
carotene, et, 

v. Extraction du ou des carot£noide (s) contenu(s) dans les 
bacteries. 

25 Les mutants dont la photosynthese n'est plus reprim^e par 

le dioxygene sont obtenus en particulier par deletion du gkne 
codant pour le f acteur ■ de transcription PpsR, ledit f acteur 
reprimant 1' expression de certains g6nes crt & forte pression 
partielle en dioxygene. 

30 Avahtageusement , les bacteries mises en oeuvre dans le 

proc6de sont du genre Rhodopseudomonas, de preference de 
l'esp^ce, Rhodopseudomonas palustris . 

Certaines bacteries ne synthetisent pas de lycopdne, mais 
un interm6diaire plus en amont dans la voie de synthese des 
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carot§noldes . II est. alors possible de modifier ces bacteries 
de maniere a les faire synthetiser du lycopene. 

Les bacteries photosynthetiques du procede selon 
1' invention sont- alors obtenues a partir de bacteries 
5 photosynthetiques produisant au moins un carot^nolde 
photosynthekique . dont l'un des intermediates de synthese est 
• le phyto&ne, le phytoflufene, le (^-carotene ou le neurosporene, 
lesdites bacteries ayant subi 6ventuellement une deletion ou 
disruption du gene crtl endogene, suivie d'une insertion d'un 
10 gene crtl exog^ne codant pour une phytoene d6saturase assurant 
4 6tapes successives de d^saturat-ion du phytoene, 

Les. bacteries sont pref erentiellement : Rhodobacter 
capsulatus, Rhodobacter veldkampii, Rhodobacter sphaeroides, 
Rhodobacter ' azotoformans., Rhodobacter blasticus, Rhodovulum 
15 sulfidophilum, Rhodovulum adri&ticum, Rhodovulum euryhalinum, 
Rhodovulum strictum ... . 

Dans une telle hypothese, les genes a deleter sont 
identiques & ceux cit6s prec6demment . En effet, les derives du 
sph^roidene sont obtenus a partir du neurospor^ne (le crtl 
20 endogene code pour, une phytoene desaturase assurant seulement 
3 6tapes successives de d^saturatibn du phytoene) . Les gdries 
codant pour les premieres enzymes mises en oeuvre par la suite 
sont le crtC, le crtD et/ou le CrtF. (voir figure 1) 

En outre, il peut 6galement etre necessaire de deleter 
25 dans certaines bacteries le crtA. Ce sera le cas pour les 
bacteries synthetisant du £-carot6ne-2-one ou du neurospor^ne- 
2-one. (voir figure 1) 

De maniere avantageuse, 1' insertion des genes crtY, crtZ 
et/ou crtW du proc<§d6 selon 1' invention est r6alis<§e dans la 
30 zone des g£nes au moins partiellement d61£t6s. 

Alternativement, les g&nes crtY, crtZ et/ou crtW peuvent 
egalement §tre ins6r6s dans un plasmide. 

L' invention couvre 6galement les bacteries 
photosynthetiques produisant, de maniere alternative ou 
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concomitante, air moins du lycopene, du p-carotene et de la 
canthaxanthine ou de 1' astaxanthine, caracteris§es en ce que 
lesdites bacteries sont susceptibles d'etre obtenues par le 
procede selon 1' invention. 
5 En particulier, ces .bacteries photosynthetiques 

synthetisant au moins un carotenoide dont 1' intermediaire de 
synthese est le lycopene, sont caracterisees en : ce qu'elles 
comportent les mutations suivantes 

i. Deletion d'au moins une partie d'un ou plusieurs 
10 genes impliques dans la voie de synthase endogene qui 

suit celle du lycopene de maniere ci arr§ter ladite 
• synthese au niveau du lycopene, 

ii. Insertion des genes suivants : 

- soit le crtY si le carotenoide k synthetiser est le 

15 p-carotene, 

- soit le crtY et le crtW si le carotenoide a 
synthetiser est la canthaxanthine ou le p-carotene, 

- soit le crtY, le crtZ et le crtW ■ si le carotenoide 
a synthetiser est .1' astaxanthine ou le p-carotene. 

20 Alternativement, il s'agit .d'un mutant de bacteries- 

photosynthetiques synthetisant au moins un carotenoide dont 
1' intermediaire de synthese est le lycopene, dont la synthese 
du photosysteme n'est plus reprimee par le dioxygene, 
produisant de la canthaxanthine ou ' de 1' astaxanthine, 
25 caracterise en ce qu'il comporte les mutations suivantes: 

i. Deletion d'au moins une partie d'un ou plusieurs 
genes impliques dans la voie de synthese endogene 
qui suit celle du lycopene de maniere & arreter 
ladite synthese au niveau du lycopene, 
30 ii- Insertion des genes suivants : 

* - soit le. crtY si le carotenoide & synthetiser 

est le p-carotene, 
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soit le crtY et le crtW si le carotenolde a 
synthetiser est la canthaxanthine ou le (}- 
carotene, 

soit. le crtY, le crtZ ' et le crtW si le 
5 carotenolde & synthetiser est 1' astaxanthine ou 

le |5-carot6ne. 

Ces bacteries ou mutants peuvent etre obtenus £ partir de 
bacteries ou de mutants produisant au moins un carotenolde 
dont l'un des intermediaires de synthase est le phytoene, le 

10 phytof luferie, le ^-carotene ou le neurospor£ne, lesdites. 
bacteries ou mutants ayant subi eventuellement une deletion ou 
disruption du gene crtl endogene, suivie d'une insertion d'un 
g£ne crtl exog£ne codant pour une phyto£ne desaturase assurant 
4 etapes successives de desaturation du phytoene. 

15 De manidre surprenante, • il a et6 constate que ces 

bacteries ou mutants de bacteries photosynthetiques, bien 
qu' ayant leur voie de synthese du carotenolde photosynthetique 
endogene detournee vers la* synthese d'un carotenolde non 
photosynthetique d' interet ont , leur activite photosynthetique 

20 maintenue. 

D'autres caracteristiques et avantages de 1' invention 
apparaitront dans les exemples avec references aux figures 
suivantes : 

- la figure 1 represente le schema de synthese des 
25 .differents carotenoides vises par 1' invention, 

- la figure 2 presente le schema de synthase de la 
strategie de construction du plasmide pJQ200mpl8/crtDC : : 
crtY ::crtW ::apha3 

- la figure 3 presente le schema de synthese de la 
30 strategie de construction du plasmide pJQ200mpl8/crtDC ::crtY 

::crtZ ::crtW ::apha3, et, 

- la figure 4 est une analyse par HPLC des carotenoides 
synthetises par la souche mutante R.- palustris 
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CEAOOlAcrtDC : : crtY ::crtW sous differentes conditions de 
culture. 

Exemplo 1 : construction d'une souche zautante de 
5 Rhodopseudomonas palustris produlsant du lycopene 

La sequence du cluster, de g6nes crt de R. palustris 
impliqufe dans la synthase de ' la spirilloxanthine est 
accessible sur Internet a l'adresse suivante 
ht tp : / /www . ncbi ■ nlm . nih . gov (Acc Number : BX572597) . 
10 Comme dans Bradyrhizobium ORS'278, les genes crtE, crtl, 

crtB,* crtC, crtD, crtF sont presents et organises en 3 op^rons 

La strat6gie g6n6rale de construction de cette souche 
mutante va- consister a disrupter les genes crtD et crtC en y 
15' insurant une cassette codant, un gene de resistance & la 
kanamycine (g6ne apha3) . 

l 6re etape : isolement et clonage des genes crtDC de R. 
palustris, : 

20 Une region correspondant & une partie des genes crtDC de 

R. palustris a 6te amplifi6e a l'aide du couple d' amorces : 

crtD.R.palu.XhoI. f : GAGCTCGAGTTCGCCGGCATCGGCCTGAACTTCTC 
(SEQ ID N°l) 

CrtC . R. palu . Xhol . r : CTGCTCGAGAGGAGTATTACGGACTGATCGAAC 
25 (SEQ ID N°2) 

Les amorces ont ete congues de fagon a insurer un site de 
restriction Xhol de part et d' autre du produit de PCR. 

Les amplifications sont realisees avec une ADN polymerase 
haute fid^lite commercialisee par Invitrogen® (Platinium Pfx 
3.0 DNA Polymerase) . 

Les conditions d' amplification sont les suivantes: apr£s 
une 6tape initiale de denaturation de 1' ADN a 95 °C pendant 5 
min, 35 cycles de PCR sont effect'ues. (94°C pendant 15s puis 
55 °C pendant 30s puis 68 °C pendant 3 min) , • suivis d'une 6tape 
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finale d' Elongation (68°C pendant 7 min) au cours de laquelle 
de Taq polymerase classique (GoTaq, Promega®) est rajout6 
dans le tube de PCR af in d' inserer un residu de deoxyadenosine 
aux extremit6s 3' des fragments d' amplification (cette etape 
5 est indispensable pour permettre le clonage dans le vecteur 
pGEM-T utilise ulterieurement ) . ' 

Le produit de PCR ainsi obtenu est clone dans le' vecteur 
• de clonage pGEM-T (commercialise par la soci^te Promega®) 
suivant le protocole du fournisseur. Le plasmide obtenu est 
10 nomme pGEM-T / crtDC . Xhol ) . 

2 i6mQ etape : Construction du plasmide pJQ200mpl8/crtDC 

La region correspondant aux genes crtDC de R. palustris 
est liberee. par digestion Xhol du plasmide pGEM-T/crtDC.XhoI 
15 puis ligatur6e dans le vecteur suicide pJQ200mpl8 Iin6aris6 
par digestion Sail. Ce plasmide contient le g6ne suicide sacB 
qui permet de s61ectionner sur saccharose les clones pour 
lesquels un 6v6nement de double « crossing over » a bien eu 
lieu (Quandt, J. & Hynes, M. F. « Versatile suicide vectors 
20 which allow direct selection for gene replacement in gram- 
■ negative bacteria » ; Gene 127, 15-21, 1993) . 

3 i6me etape: Construction du plasmide pJQ2 OOmpl 8 /crtDC: : 
aphA-3 

25 Le g6ne aphA-3 codant ,une resistance k la kanamycine est 

lib6re du plasmide pUC4K commercialism par la society 
Amersham® par digestion avec 1' enzyme Sail. II est. alors 
ins6r6 dans le plasmide pJQ200mpl8/crt£)C linearis^ par Sail. 
II est & noter .que cette derniere digestion Sail entraine une 

30 d616tion d'un fragment de 618pb correspondant & 1' extr6mite 5' 
du gene crtD et l'extremite 3' du gene crtC. 

Le plasmide pJQ200mpl8 /crtDC : :aphA-3 est enfin 
transf6r6 par 61ectroporation dans la souche conjugative 
Escherichia coli Si 7.1. 
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4ieme etape : Construction d'une souche mutante de R. 
palustrls contenant la cassette apha3 an niveau des genes 
crtD,crtC. . 

5 Le plasmide precedent pJQ200mpl8 /crtDC: : aphA-3 est 

delivr6 dans la souche sauvage de R. palustris (CEA001) par 
•conjugaison avec la souche precedente E. coli S17.1 contenant. 
la contruction. Les clones, conjuguants sont selectionn^s sur 
milieu Hutner (R. K. Clayton « Towards the isolation of a 

10 photochemical recation center in • Rhodopseudomonas 
sphaeroides » ; Biochim. Biophys.- Acta 75 : 312-318, 1963) 
contenant de la kanamycine 150pg/ml et de la carbenicilline 
50vig/ml. Les clones double recombinants sont s61ectionn6s 
apres repiquage des clones conjuguant sur milieu Hutner 

15 contenant du saccharose . 5% et de la kanamycine (150vig/ml) . Une 
verification, par PCR est effectuee sur plusieurs clones 
recombinants afin de s' assurer que 1' insertion de la cassette 
apha3 au niveau des genes crtD et crtC de R. palustris. 

La production de lycopdne en grande quantite a 6te 

20 constats chez les .bacteries ainsi mutees. Par ailleurs, le 
caract^re photosynthetique de la bacterie est conserve. 

Exemple 2 : Construction d'une souche mutante do 
Rhodopseudomonas palustrls produisant du .fl -carotene ou de la 
25 can thaxan thine 

Schema de construction 

La strategie de construction decette souche mutante est 
resumee dans la figure 2. 

Dans cette figure, les legendes des etapes sont les 
30 suivantes : 

l^ re etape : Amplification des g6nes crtY et crtW de 
Bradyrhizobium ORS278, ainsi que des genes crtDC de R. 
palustris. Clonage " des produits de PCR dans le plasmide p- 
GEMT (Promega) . 
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2 i6me etape : Liberation par Sail de la cassette apha3 du 
plasmide puc4K commercialise par Amersham. Insertion au niveau 
du site Xhol unique present en aval de crtW. ' 

3 i6me etape : Liberation des g£nes crtW et apha3 par 
5 • KpnI/EcoRI . .Insertion dans le plasmide pGEM-T/ crtY linearise 
par les memes enzymes. 

4 i6me ^tape : Liberation des g£nes crtY, crtW et apha3 par 
Bglll/EcoRI. Insertion dans le plasmide pGEM-T/ crtDC linearise 
par les memes enzymes. 
10 5 i6me etape : Liberation des genes crtDC, crtY r . crtW et 

apha3 par Xbal. Insertion dans le plasmide pJQ200mpl8 
linearise par la meme enzyme 

A. Strategie de Construction 

15 La strategie globale pour construire une souche mutante de 

R. palustris produisant soit du li-carotene soit de la 
canthaxanthine a consiste & disrupter les g£nes crtD, crtC de 
R. palustris en y insurant les g£nes crtY et crtW de 
Bradyrhizobium ORS278 ainsi qu'un gene aphA-3 codant 4 pour une 

20 resistance a la kanamycine. 

Suivant les conditions d' oxygenation de la culture (voir 
exemple 3) 1' enzyme CrtW transformant le fj-carotene en- 
canthaxanthine est f onctionnelle ou pas, ce qui conduit au 
choix & une accumulation de li-carot£ne ou de canthaxanthine. 

25 

l 6re etape : isolement et clonage des genes crtDC de R. 
palustris, crtY et crtW de Bradyrhizobium ORS278 : 

Une region correspondant k une partie des genes crtDC de 
jR. palustris a et6 amplifiee a l'aide du couple d' amorces : 
30 crtD.R.palu. Xba I . f : GAGTCTAGATTCGCCGGCATCGGCCTGAACTTCTC 

(SEQ ID N°3) 

CrtC . R . palu . Xba I . r : CTGTCTAGAAGGAGTATTACGGACTGATCGAAC 
(SEQ ID N°4) 
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Les amorces ont ete congues de fagon a insurer un site de 
restriction Xbal de part et d' autre du produit de PCR.. 

Le gene crtY de Bradyrhizobium ORS278 a 6t6 amplifie .& 
l'aide du couple d' amorces suivant: 
5 crtY.278.f : 

TGAGATCTGGAGGCTGTCGTCATGAGTCGAGATGCCGACGTCATCGTC (SEQ ID N°5) 

crtY . 278 . r : GTTGAATTCCTGGTACCTCATGGGGTCTTGAAGGCGCTCGCCTCA 

(SEQ ID N°6) 

Les amorces ont 6t6 congues.de fagon & inserer un site de 
10 fixation du ribosome RBS et un site de restriction Bglll en 5' 
ainsi qu'un site de" restriction Kpnl et EcoRI en 3' du produit 
de PCR. 

Le g6ne crtW de Bradyrhizobium ORS278 a ete amplifie a 
l'aide du couple d' amorces suivant : 
15 crtW.ORS278.f : 

CGGTACCGGGAGCTTTGCCAATGCATGCAGCAACCGCCAAGGCTAC (SEQ ID N ° 7 ) 

crtW.ORS278.r : GTGAATTCCATGCTCGAGCGGGTTTAGTCACGCCTTTCCAG 

(SEQ ID N°8) 

Les amorces ont 6te congues de fagon £ insurer un site de 
20 fixation du ribosome RBS et un site.de restriction Kpn I en 5' 
ainsi qu'un site de restriction Xho I et EcoR I en 3' du 
produit de PCR. 

Les amplifications sont r6alis6es avec une ADN polymerase 

haute fid61ite commercialisee par Invitrogen® (Platinium Pfx • 

25 DNA Polymerase) . 

Les conditions d' amplification sont les suivantes: aprds 
une <§tape initiale de d^naturation de l'ADN h 95°C pendant 5 
min, 35 cycles de PCR sont effectu6s (94°C pendant 15s puis 
55°C pendant 30s puis 68°C pendant 3 min), suivi d'une 6tape 

30 finale d' elongation (68°C pendant 7 min) au cours de laquelle 
l]xl de Taq polymerase classique (GoTaq, Promega®) est rajout6 
dans le tube de PCR afin d' inserer un residu de deoxyadenosine 
aux extr6mit6s 3' des fragments d' amplification (cette 6tape 
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est indispensable pour permettre le clonage dans le vecteur 
pGEM-T utilise ulterieurement ) . 

Les 3 produits de PCR ainsi obtenus sont clones dans le 
vecteur de clonage pGEM-T (commercialise par la societe 
5 Promega®) suivant le • protocole du fournisseur. Les plasmides 
obtenus sont nommes pGEM-T/ crtDC . Xbal ; pGEM-T/crtY ; pGEM- 
T/crtW 

2 i&ne etape : Construction du plasmide pGEM-T/crtW : :aphA- 

10 3 

Le g6ne aphA-3 codant une resistance a la kanamycine est 
libere du plasmide pUC4K commercialism par la societe Amersham 
par digestion avec 1' enzyme Sail. II est alors insert dans le 
plasmide pGEM-T/crtW linearise par Xhol. 

15 

gi&me etape : Construction du piasmide pGEM- 
T/crtY : :crtW : : 

La construction . precedente contenant les . genes crtW et. 
aphA-3 est lib£r§e -par double digestion KpnI/EcoRI puis 
20 ins6r6e dans le plasmide pGEM-T /crtY" linearise par le meme 
couple d' enzymes de restriction. 

4 i6ma etape : Construction du plasmide pGEM- 

i 

T/ crtDC : : crty ; ; crtW •; ; aphA-3 

25 La construction precedente contenant les genes crtY, crtW 

et aphA-3 est liberee par double digestion Bglll/EcoRI puis 
inseree dans le plasmide pGEM-T/ crtDC linearise par le meme 
couple d' enzyme de restriction. La digestion de pGEM- 
T/ crtDC par Bglll/EcoRI entraine une deletion d'un fragment de 

30 1232 pb correspondant a une partie importante des gdnes crtD 
et crtC. 
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5* etape : Construction du plasmide pJQ200mpl8 

/crtDC : : crtY : : crtW : : aphA-3 

La construction pr6cedente contenant les gdnes crtDC, 
crtY, crtW et aphA-3 est liberie par digestion Xbal puis 
5 inseree dans le plasmide suicide pJQ200mpl8 lin§ards6 par 
Xbal. Le plasmide pJQ200mpl8 /crtDC : :crtY : : 

•crtZ ::crtW : :aphA-3 est enfin transfere par 61ectroporation 
dans la souche conjugative Escherichia coli S2 7.2. 

10 6ieme etape : Construction d'une souche mutante de R. 

palustris contenant les genes crtY et crtW de Bradyrhizoblum 
ORS278. , 

Le plasmide precedent pJQ200mpl8 /crtDC: :crtY : :crtW : : 
aphA-3 est delivre dans la souche de R. palustris CEA001 par 

15 conjugaison avec la souche prfecedente E. coli S17.1 contenant 
la construction. Les clones conjuguants sont s^lectionnes sur 
milieu Hutner contenant de ia kanamycine 150pg/ml et de la 
carb6nicilline 50pg/rruU Les clones double recombinants sont 
selectionn^s apres repiquage des clones conjuguant sur milieu 

20 Hutner contenant du saccharose 5% et de la kanamycine 
(150ug/ml) . Une verification par PCR est effectu6e sur 
plusieurs clones recombinants afin de s' assurer que les g6nes 
crtY f et crtW ont bien 6te insures au niveau des gdnes crtD et 
crtC. Un mutant est retenu pour la suite des experiences : R. 

25 palustris CEAOOlAcrtDC ::crY ::crtW . 

B. Analyse des carotenoides produit par la souche mutante 
R* palustris CEAOOlAcrtDC : :crY ::crtW - essal dans 
differentes conditions de culture 

30 Afin de determiner le potentiel de la souche mutante de R. 

palustris CEAOOlAcrtDC ::crY ::crtW & surproduire du fi- 
carotene et de la canthaxanthine, une serie d'essais 
preliminaires a ete r6alisee dans laquelle differentes 
conditions de culture ont 6te testees. 
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A : Flacon de 120 ml contenant 100 ml de milieu Hutner, 
30 °C - degaze pour 61iminer toute trace d'oxygene, et plac6 
sous une lampe a incandescence de 100 Watts (conditions 
lumiere, anaerobiose) 
5 B : Flacon de 250 ml rempli de 50 ml de milieu Hutner, 

30 °C - agitation 170 RPM - plac£ dans une atmosphere ou la 
teneur en oxygdne peut etre ajustee a 1, 5, 8 % (Conditions 
lumiere, microaerobiose) ou 21% (Conditions Lumiere, 
aerobiose) 

10 C : Apres culture en anaerobiose pendant 2 jours suivant 

les conditions A, 50 ml sont transferes dans un erlenmeyer a 
baffles' puis mis a agiter 170rpm a 1' obscurity pendant une 
nuit pour fortement oxygener la culture. 

Apr6s 3 jours de culture dans les differentes conditions 

15 test6es, les carotenoldes produits sont analyses par HPLC. Les 
r6sultats obtenus sont pr6sent<§s dans le tableau 1 suivant. 

Tableau 1 : production de carotenoldes selon les 
conditions de culture chez le mutant JR. palustris 
20 CEAOOlAcrtDC : : crY : : crtW 



Conditions 


DO650 


Lycopene 
mg/L 


B- carotene 
mg/L 


Can thaxan thine 
mg/L 


A 


3,7 


2,7 


4,7 


0 


B 1% 02 


2,9 


0, 85 


1, 13 


0,1 


B 5% 02 


2 


0,35 


0,19 


0,32 


B 8% 02 


2,4 


0,46 


0,16 


0,41 


B 21% 02 


1/8 


0,12 


0,05 


0,07 


C 


3,7 


2,4 . 


3,8 


0,8 



II apparait clairement que les conditions d' aeration et de 
lumi^re ont des effets tres importants sur la production des 
25 carotenoides et la croissance de la souche. De fortes 
quantit6s de. li-carot§ne peuvent etre obtenues en anaerobiose 
sous lumiere '(4.7 mg/1) , par contre' seules de faibles 
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concentrations de carot6noides (lycopene et fi-carot6ne) sont 
obtenues lorsque la bact6rie est cultivee en condition aerobie 
(21%) en raison de la repression de la synthese de l'appareil 
photosynth6tique par l 1 oxygene. La presence d 1 importantes 
5 quantites de fi-carotene en conditions lumi^re, anaerobiose 
montre bien que le gene crtr d'ORS278 qui permet la 
transformation du lycopene en fi-carot£ne est parfaitement. 
fonctionnel. Par contre, on observe 1' absence de production de 
canthaxanthine dans ces memes conditions. Ceci r6sulte du fait 

10 que 1' enzyme CrtW qui permet la transformation du fi-carot6ne 
en canthaxanthine est une oxygenase qui a done besoin 
d' oxygene pour fonctionner. En accord avec cette explication, 
la concentration de canthaxanthine augmente progressivement 
(de 0,32 a 0,41 mg/1) lorsque la teneur en oxygene passe de 5 

15 a 8% avec une baisse concomitante de fi-carot6ne (tableau I) . 
Cette experience demontre, d'une part la necessite de la 
presence d 1 oxygene pour la formation de canthaxanthine & 
partir de G-carotene, d ! autre part que 1' enzyme* CrtW d'ORS278 
est 6galement f onctionnelle chez ce mutant. La transformation 

20 de Ii-carot6ne en canthaxanthine en fonction de. la teneur en 
oxygene est aussi demontr§e par le chromatogramme presente sur 
la figure 4. Un autre • argument en faveur d f une transformation 
du fi-carotene en canthaxanthine de fagon equimolaire en 
presence • d ! oxygene est presente dans les conditions C, e'est- 

25 &-dire en oxygenant la culture apr&s croissance en 
anaerobiose, oh il est possible de transformer une partie de 
ce fi-carotdne en canthaxanthine.' 

Ces premiers essais montrent bien qu'il- est possible de 
produire de la canthaxanthine chez R.- palustris. Par ailleurs, 

30 en jouant sur les conditions d' aeration, la quantite de fi- 
carotene transformable en canthaxanthine devrait §tre proche 
de 5mg/l soit 6 fois plus que la quantite de canthaxanthine 
(0,8mg/l) obtenue en culture liquide avec la souche 
Brady rhizobium ORS278. De plus, le temps de culture a 6t6 
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divise par un facteur superieur a 2 soit une augmentation du 
meme rapport de la productivity. 

Exexnple 3 : Strateg-ls de coxxstsniction d'une souche mutante 
5 de Bhodopseudomonas palustrls produisant de 1' as taxan thine 
Schema de construction 

La strategie de construction de cette souche mutante est 
r6sum6e en figure 3. • 

Dans cette figure, les legendes des etapes sont les 
10 suivantes : 

l 6re etape : Amplification du gene crtZ de Pseudomonas 
putida. Clonage du produit de PCR dans le plasmide p-GEMT 
(Promega) . 

2 i6me £tape . Liberation par Kpnl du gene crtZ. Insertion 
15 dans le site Kpnl unique du plasmide pGEM-T / crt Y: : crt W: :apha3. 

3 i6me etape : Liberation des genes crtY, crtZ, crtW et 
apha3 par Bglll/EcoRI . Insertion dans le plasmide pGEM-T/ crt DC 
Iin6aris6 par les memes enzymes. 

4 i&nfi etape : Liberation des genes crtDC, crtY, crtZ , crtW 
20 et apha3 par Xbal. Insertion dans le plasmide. pJQ200mpl8 
linearise par la meme enzyme 

Cons truction 

La strategie gen^rale consiste a inserer le g6ne crtZ de 
25 Pseudomonas putida dans la souche ' mutante precedemment 
construite de R. palustris contenant les g6nes crtY et crtW de 
BradyrizoJbiuin ORS278. L' insertion est faite au niveau du site 
unique de restriction Kpnl present entre les g6nes crtY et 
crtW. 

30 

l or etape : Construction du plasmide pGEM-T/ crtZ 

Le genome de Pseudomonas putida a ete entierement 
sequence. La sequence du gene crtZ est disponible dans les 
banques de g6nes (Genbank- ACC : NC_00297) . Le g£ne est 
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amplifie a partir de l'ADN genomique de Pseudomonas putida a 
1'aide du* couple d' amorces : 

crtZ . Ps . putida . f : 
CCTTTTGGTACCGGAGGACCGTTCCATGCTGTTCAATCTCGCCATATT (SEQ ID N°9) 
5 crtZ.Ps. putida. r : GGGGTACCTCACGATTGGCTGCGCCTGCTGCGCAATTG 

(SEQ ID N°10) 

Les amorces ont ete congues de fa<?on a insurer un site de 
fixation du ribosome RBS en 5'et un site de restriction Kpn I 
en 5' et en 3' du produit de PCR. 
10 L' amplification est r6alis§e avec une ADN polymerase haute 

fidelity commercialisee par Invitrogen® (Platinium Pfx DNA 
Polymerase) . 

Les conditions d' amplification sont les suivantes: apr£s 
une etape initiale de denaturation de l'ADN & 95°C pendant 5 
15 min, 35 cycles de PCR sont effectu6s (94°C pendant 15s , puis 
• 55 °C pendant 30s, puis. 68 °C pendant 1 min) , suivi d' une etape 
finale d' elongation (68°C pendant 7 min ) au cours de laquelle 
lyil de Taq polymerase classique (GoTaq, Promega®) est rajoute' 
dans le tube de PCR afin d'inserer un residu de deoxyadenosine 
20 aux extr6mit6s 3' des fragments d' amplification (cette etape 
est indispensable pour permettre le clonage dans le vecteur 
pGEM-T utilise- ulterieurement ) . 

Le produit de PCR ainsi obtenu est clone dans le vecteur 
de clonage pGEM-T suivant le protocole du fournisseur. Le 
25 plasmide obtenu est nomme pGEM-T/ crtZ . 

2 i6ma etape : Construction du plasmide pGEM- 
T/cxtDC : icrtY : : crtZ ::crtW : : aphA-3 

La construction precedemment obtenue pGEM- 

30 T/crtDC : : crtY : : crtW : : aphA-3 contenant les genes crtW, 
crtY.de Bradyrhizobium ORS278 et le gene de resistance & la 
kanamycine aphA-3 insure dans les genes crtDC de R. palustris 
est linearisee par 1' enzyme Kpnl dont le site de restriction 
est situe entre les genes crtW et crtY. Le g£ne crtZ clone 
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dans le vecteur pGEM-T/ crtZ est libere par Kpril, puis insere 
par ligation dans la construction precedente linearis<§e. 

3ieme etape : Construction" du plasmide pJQ200mpl8 
5 /crtDC : :crtY : : crtZ ::crtW : : aphA-3 

La construction precedente contenant les genes crtDC, 
crtY, crtZ, crtW et aphA-3 est liberee par digestion Xbal puis 
ins6r6e par ligation dans le plasmide suicide pJQ200 mpl8' 
linearise par Xbal. Le plasmide pJQ200mpl8 

10 /crtDC : :crtY : :crtZ ::crtW : :aphA~3 est transfere par 
£lectroporation dans la souche conjugative Escherichia coli 
Sll.l. 

4ieme etape : Construction cT une souche mutante de JR. 
15 palustrls CEA001 contenant les genes crtY et crtW de 
Bradyrhlzobium ORS278 et cxtZ de Pseudomonas putlda. 

Le plasmide precedent pJQ20.0mpl8 /crtDC : :crtY : tcrtZ : 
:crtW : ;' aphA-3 est delivr6 dans la souche R. palustris 
CEA001 par • conjugaison avec la souche precedente E. coli S17.1 

20 contenant la construction. Les clones conjuguants sont 
selectionnes sur milieu Hutner contenant de la kanamycine 
150pg/ml et de la carb6nicilline 50pg/ml. Les clones double 
recombinants sont selectionnes aprfes repiquage des clones 
conjuguants sur milieu Hutner contenant du saccharose 5% et de 

25 la kanamycine (150pg/ml) , Une verification par PCR est 
effectuee sur plusieurs clones recombinants afin de s' assurer 
que les g6nes crtY, crtZ et crtW ont bien ete insures au 
niveau des genes crtD et crtC. 

En condition de culture en microaerobiose, la production 

30 d' astaxanthine a ete constat6e chez les, bacteries ainsi 
mutees. 
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Exemple 4 : Alternative de strategie de construction d'une 
souche mutante de Rhodopseudomonas palustrls produisant de 
1' as taxan thine . 

Par rapport k la strategie de construction decrite dans 
1' exemple 3, le gene. crtZ indispensable pour produire de 
1' astaxanthine a ete isol§ k partir d'une souche d' Erwinia 
uredovora et non Pseudomonas putida. La strategie de 
construction reste identique k celle ' decrite dans 1' exemple 3 
k 1' exception du couple d' amorces ■ utilis6es pour ispler le 
gene crtZ par PCR. 
Nouvelles amorces : 
crt Z.Er. uredovora. f : 

GACGGTACCACCGGAGAAATTATGTTGTGGATTTGGAATGCCCTGATC 

crtZ. crtZ.Er. uredovora .r : GTCGGTACCTTACTTCCCGGATGCGGGCTCATCCT 

Les amorces utilises ont et§ egalement d6finies de fagon a 
insurer un ' site de fixation RBS en 5' et un site de 
restriction Kpnl en 5' et en 3' du produit de PCR. 

Apr6s construction, la capacite de la souche mutante R, 
palustris CEAOOlAcrtCD ::crtY ::crtZ ::crtW ::apha3 a produire 
de 1' astaxanthine a <§te v6rifi6e par HPLC apres culture sous 
differentes conditions d'oxyg^ne [Flacon de 250 ml rempli de 
50 ml de milieu Hutner, 30 °C - agitation 170 RPM - plac6 dans 
une atmosphere ou la teneur en oxygene peut etre ajustee k 1, 
5, 8 % (Conditions lumiere, microaerobiose) ou 21% (Conditions 
lumiere, aerobiose)- Temps de culture 3 jours]. 

Les rdsultats obtenus sont pr§sentes dans le tableau ci-dessous ' 
Tableau 2 : production de carot6no!des selon les 
conditions de culture chez le mutant R. palustris 
CEAOOlAcrtCD ::crtY ::crtZ ::crtW ::apha3 
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Conditions 


DO 


Lycopene 


fl~ carotene 


Zeaxan thine 


As thaxan thine 


Can thaxan thine 




650 


mg/l 


mg/l 


mg/l 


mg/l 


mg/l 


1% 02 . 


5,24 


7, 197 


1,805 


0,633 






5% 02 


2,57 


0,483 


0,123 




0,76 


0,19 


8% 02 


1,83 


0, 133 


0,043 




0,146 


0,043 


21% 02 


1,57 


0,103 


0,103 




0,032 





Comme deji d6crit, un effet trds important de la teneur en 
oxygene sur les quantites et les variet6s de carotenoldes 
5 produits est constate. Lorsque la teneur en oxygene est fixee 
& 5%, le carotenoide majeur produit est 1' astaxanthine . Ces 
essais montrent ainsi qii'il est possible de surproduire de 
1' astaxanthine chez R. palustris. 
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REVENDICATIONS 

1. Proc6de de synthese de carot^noldes non 
photosynthetiques choisis : parmi le p-carotene, la 
canthaxanthine ou 1' astaxanthine mettant en ceuvre des 
bacteries photosynthetiques produisant au moins un carotenoide 
photosynthetique dont l'un des interm<§diaires de synthase est 
le lycop^ne, caracterise en ce qu'il comport e les etapes 
suivantes : 

i. D616tion, chez les bacteries, d' au moins une 
partie d'un ou plusieurs genes impliques dans la 
voie de synthese endogene qui suit celle du 
lycop^ne de maniere a arreter ladite synthese au 
niveau du lycop^ne, 

ii. Insertion des genes suivants : 

- soit le crtY si le carot§noide & synthetiser 
est le p-carot6ne, 

- soit le crtY et le crtW si le carotenoide £ 
synthetiser est la canthaxanthine ou. le * p- 
carot^ne, 

- soit le crtY, le crtZ et le crtW si le 
carotenoide & synthetiser est 1' astaxanthine ou 
le p-carotene, 

iii. Mise en culture des bacteries ainsi modifiees, 
et, 

iv. Extraction du ou des carotenoide (s) contenu(s) 
dans les bacteries. 

2. Procede selon la revendication 1, de synthese de 
canthaxanthine ou d' astaxanthine, caracteris6 en ce que les 
conditions de mise en culture sont sequentielles et comportent 
les etapes .suivantes : 

c. Mise en culture desdites bacteries ainsi 
modifiees dans un premier temps en ana6robiose 
sous eclairement, 
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d. • Puis, dans un second temps en a<§robiose en 
obscurite. 

3.. Procede selon la revendication 1 de synthase de p- 
carotene, caracterise en ce que les conditions de mise en 
culture sont les suivantes : 

b. Mise .en culture desdites bacteries ainsi 
modifiees en anaerobiose sous eclairement. 
'4; Proced§ selon la revendication 2, caracterise en ce que 
les etapes a et/ou b sont realisees en conditions de 
microa6robiose sous eclairement. 

5. Proced^ selon la revendication 4, caracterise en ce 
qu'en conditions de microaerobiose, le pourcentage de 
dioxyg£ne est compris entre 1 et 10%, de preference, 3 a 8%, 
bornes incluses. 

6. Procdde selon l'une quelcohque des revendications 2 a 
5, caracterise en ce que l'on reitere les etapes a et b 
successivement . 

7. Proc6de de synthese de carotenoldes choisis parmi le P~ 
carot£ne, la canthaxanthine ou 1' astaxanthine, mettant en 
ceuvre des bacteries photosynthetiques produisant au moins un 
carotenolde photosynthetique dont l'un des intermediates de 
synthase est le lycop^ne, caracterise en ce que le procede 
comporte les etapes^ suivantes : 

i. Mise en ceuvre de mutants de bacteries 
photosynthetiques dont la photosynth^se n'est 
plus r6prim£e par' le dioxyg^ne, 

ii. Deletion, chez les bacteries, d'au moins une 
partie d'un ou plusieurs genes impliques dans la 
voie de synthase endogdne qui suit celle du 
lycopene de maniere £ arreter ladite synthese au 
niveau du lycopene, 

iii. Insertion des genes suivants : 

- soit le crtY si le carotenoide £ synthetiser ' 
est le p-carotene, 
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- soit le crtY et le crtW si l e carotenolde a 
synthetiser est la canthaxanthine ou le p- 
carotene, 

- soit le crtY, le crtZ et le crtW si le 
carotenolde a synthetiser est 1' astaxahthine ou 
le p-carotene, 

iv. . Mise en culture desdites bacteries ainsi ' 

modifiees en aerobiose ou microaerobiose afin de 
synthetiser de la canthaxanthine ou de 
l'astaxanthine ou raise en culture en condition 

d'anaerobiose afin de synthetiser du p-carotene, - 
et, 

v. Extraction du ou des' carotenolde (s) . contenu (s) 
dans les bacteries. 

8. Precede selon la revendication 7, caracterise en ce que 
les . mutants dont la photosynthese n'est plus reprimee par le 
dioxygene sdnt obtenus par deletion du gene codant pour le 
facteur de transcription PpsR. 

9. Precede selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que les bacteries sont du genre 
Rhodopseudomonas, de preference de 1'espece, Rhodopseudomonas 
palustris . 

10. Precede selon l'une quelconque des revendications 1-8, 
caracterise en ce que les bacteries photosynthetiques 
produisant au moins un carotenolde photosynthetique dont l'un 
des intermediates de synthese est le lycopene sont obtenues a 
partir de bacteries photosynthetiques produisant au moins un 
carotenolde photosynthetique dont l'un des intermediates de 
synthese est le phytoene, le phytofluene, le ^-carotene ou le 
neurosporene, lesdites bacteries ayant subi eventuellement • une 
deletion ou disruption du gene crtl endogene, suivie d'une 
insertion d'un gene crtl exogene codant pour une phytoene 
desaturase assurant 4 . etapes successives de desaturation du 
phytoene. 
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11. Procede selon 1'une quelconque des revendications 
precedentes, caract£ris6 en ce que 1' insertion des genes crtY, 
crtZ .et/ou crtW est realisee dans la zone des g£nes au moins 
partiellement deletes, 

12. Bact6rie photosynthetique produisant, de mani£re 
alternative ou concomitant e, au moins du lycop£ne, du p- 
carotene et • de la canthaxanthine ou de 1' astaxanthine, 
caracterisee en ce que ladite bacterie est susceptible d'§tre 
obtenue par le procede selon la revendication 1 ou la 
revendication 9 dans son rattachement £ la revendication 1. 

13. Bacterie photosynthetique caracterisee en ce qu'elle 
est obtenue selon le procede suivant : 

i. Mise en ceuvre d'une bacterie photosynthetique 
synthetisant au moins un . carotenoide 
photosynthetique , dont 1' intermediate de 
synthese est le lycopene, ' 

ii. Deletion d'au moins une partie d'un ou plusieurs 
genes impliqu^s dans la voie de synthase 
endogene qui suit celle du lycopdne de mani£re £ 
arreter ladite synthese au niveau du lycopene, 

iii. Insertion des g£nes suivants : 

- soit le crtYsi le carotenoide A synthetiser 
est le p-carotene, 

- soit le crtY et le crtW si le carotenoide £ 
synthetiser est la canthaxanthine ou le 0- 
carotene, 

- soit le crtY, le crtZ et le crtW si le 
carotenoide £ synthetiser est 1' astaxanthine ou 
le p-carotene. 

14. Mutant de bacterie photosynthetique caracteris6 en ce 
qu'il est obtenu selon le procede suivant : 

i. Mise en ceuvre d' un mutant de bacterie 
photosynthetique synthetisant au moins un 
carotenoide photosynthetique dont 
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1' intermediate de synthese est le lycopene, 
dont la photosynthese n'est plus reprimee par le 
dioxygene, produisant de la canthaxanthine ou de 
1' astaxanthine, 

Deletion, d'au moins une partie d' un ou plusieurs 
genes impliques ' dans la voie de synthese 
endogene qui suit celle du lycopene de maniere- a 
arreter ladite synthese au niveau du lycopene, 
iii. Insertion des g£nes suivants : 

- soit le crtY si le carotenoide a synthetiser 
est le p-carotdsne, 

- soit le crtY et le crtW si le carotenoide a 
synthetiser est la canthaxanthine ou le p- 
carotene, 

- soit le crtY., le crtZ et le crtW si le 
carotenoide a synthetiser est 1' astaxanthine ou 
le p-carotene. 

15. Bacterie selon les revendications 12 ou 13, ou mutant 
selon la revendication 14, . caracterise en, ce qu'il est 
respectivement obtenu a partir de bacterie ou de mutant 
produisant au moins un carotenoide photosynthetique dont l'un 
des intermediaires de synthese est le phytoene, le 
phytofluene, le ^-carotene ou le neurosporene, lesdits bacterie 
ou mutant ayant subi eventuellement une deletion ou disruption 
du gene crtl endogene, suivie d'une insertion d'un gene crtl 
exogene codant pour une phytoene 'desaturase assurant 4 etapes 
successives de desaturation du phytoene. 
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Construction du plasmide pJO200mpl8toDC::crt7:: crtW:: aphaS 
ler etape construction des plasmides pGEM-VcrtY, pGEMY/crtW, pGEMI/crtDC 

BgOl . KpnXEcoRL Kpnl XholEcoPl nal Bgia Ecom xbal 

I 



crtY 



pGEM-T/crtY 



ami 



pGEM-VcrtW 



ami 



pGEM-T/crtDC 



amp* 




2ieme etape construction du pGEM-T/ crtW:: apha3 

Kpnl XhoVSaa XhoVSaH,EcoJH 



crtW^ aphai^ - 



pGEM-VcrtW::apha3 



amp* 



3ieme etape construction du plasmide pGEM-T/crtY:: crtW:: apha3 

Bgia ft"* XhoVSaa XhoVSaU,Ecom 



crtY^\ crtW^\ apha3^ j- 
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Figure 2 
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Constmction du plasmide pJO200mp \%l crtDCv.crtY:: crtZr.crtW:: aphaS 



ler 6tape construction du plasmide pGEM-T/crtZ 
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ami 



2ieme etape construction du plasmide pGEM-T/ crtY:: crtZr.crtW:: aphaS 
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Figure 3 
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<400> 3 

gagtctagat tcgccggcat cggcctgaac ttctc 

<210> 4 
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<213> primer 

<400> 4 

ctgtctagaa ggagtattac ggactgatcg aac 

<210> 5 
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<213> primer 
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<213> primer 
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gtcggtacct tacttcccgg atgcgggctc atcct 
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